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© TNF-bindend© Protelne. 

(9) Die vorliecende Erfindung betrifft nichtlosliche Proteine sowie lOstiche Oder nlchtiasllche Fragmente dayon. 
die TNF binden. in homogener Form, sowie deren physilogisch vertraglichen ^aize^ '"f j^^^^^^^ 
Proteine m.t einem Molekulargewic^ von etwa 55 Oder 75 kD (nlchtreduzierende S^^-^^^J-^f^^^S^^^^^ 
Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen AntikOrper gegen seiche Proteine. DNA-Sequeruen, d.e ^J^^^'^; '^^ ; 
Che Proteine sowie loaliche oder nichtlOslicho Fragmente davon, die TNF binden. kod.eren. wie solche d.a fur 
Proteine kodieren. die zum einen Teil aus einem ioslichen Fragment das TNF bindet und ^^^^^^^^f ^"J^'' 
alien Domanen ausser der ersten der konatanten Region der schweren Kette humaner '"T^^Qlobullne bes^^^^^ 
und di davon kodiertcn rekombinanten Proteine wie Vertahren zur deren Herstellung m.tteis transformlerter pro- 
wie eukaryotischor Wlrtszeilen. 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 

Tumor Nekrosis Faktor a (TNF«. auch Cachectin). auf Grund seiner haemorragisch-nekrotisierandsr 
Wir1<ung auf bestinmte Tumoren entdeckt. und Lymphotoxin (TNFj3) sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus dor Klasso der Lymphokine/Cytotone, die im folgenden boids als TNF bezeichnet werden [siehe 
Ueborsichtsarbeiton 2 und 3]. TNF verfQgt iiber ein brsites zellutares Wirkurgsspektrum. Belspielsweise 
besitzt TNF inhibierende Oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Tumorzelllinien [2.3]. stimuliert die 
Proliferation von Fibroblasten una die pinagozytlerende/cytotoxische AktivitSt von nnyeioischen Zeiler 
[4.5.6], induziert Adhasionsmolekule In Endotheizelien oder Obt eine inhibierende Wirkung auf Endothel aus 
[7.8,9,10], inhibiert die Synthese von spezifischsn Enzymen in Adipozyten [11] und Induziert die Expression 
von Histokompatibilitatsantigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden ubsr eine liiduktion von 
anderen Faktoren oder durch synergistische EFfekte mit anderen Faktoren. wie beispielsv/eise Interferonen 
Oder interieukinen erzielt [13-16]. 

TNF ist bei ainer Reihe von Pathdogischen Zustanden. beispieisweise Schockzustanden bei 
ft/!eaingococcen-Sepsis [17]. bei der Entv/icklung von Autoimmun-Glomerulonephritis bei Mausen [13] Oder 
bei carebraler Malaria bei IVIausen [19] unci heim Menschan [41] invoiviert, Ganz aligemein scheinen die 
toxischen Wtrkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu sein [20], Weiterhin kann TNF wie lnterleukin-1 
Fieber ausldsen [39]. Auf Grund der pleictropen funktionelien Bgenschaften von TNF kann man annehmen. 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe wetterer pathologischer 
ZustSnde als iviediatof von Immunantwort. Entzundung oder anderen Prozessen beteiiigt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF uber spezifische Rezeptoren vermittelt. wobei nach 
heutigem Wissensstand sowohi TNFa wie TNFfi an die glefchen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypen unterscheiden sich in dsr Anzahl von TNF-Rezsptoren [22.23.24]. Soiche ganz ailgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargewichte der erhattenen INF/INF- 
BP-Komplexe ermittelt wurden: 95/100 kD und 75 kO [24]. 95 kO und 75 kD [25]. 138 kD. 90 kD. 75 kO und 

54 kD [26]. 100±5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mittels anti-TT^F-Antikorper- 
Immunoaffiritatschromatographie und praparativer SDS-Polyacr^Hannidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert v/erden [27], Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAQE-Analyse ergab mehrere Banden. die allerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischsn Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes venwendst werden 
mussen. zur inaktivierung des Bindeproteins fOhren [311. ist letzteres auch nicht mdglich gewesen. Die 
Anreicherung von loslichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittels lonenaustauscher- 
Chromatographie und Gslfiltration {Molekulargewichte im Bereich von 50 kO) wurde von Olason et al. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-Ligandenaffinitatschromatographie und HPLC aua Membran- 
extrakten von HLSO-Zellsn sine angereicherte TNF-BP-Praparation, die wiederum als Antigenpraparation zur 
HorstQlIung von monoWonalen Antikorpern gogen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verv/endung eines 
solchen Immobilisierten Antikorpers (Immunaffinitatschromatographie). wurde mrttels TNFo-Llgandenaffini- 
tatschromatographio und HPLC von l-ootschor und Brockhaus [31] aus ©inem Extrakt von humanor Placenta 
eino angoreichorto Praparation von TNF-BP orhalton. dio in dor SDS-PAGE-Anaiyso oino starko broitc 
Bando bot 35 kD, ©ino achwacho Bande bei otwa 40 kD und oino sohr echwacho Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinblick auf die 
Heterogenilat des verv/endoten Ausgangsmatorials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
. Placenten) nicht klar. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nichtldsliche Proteinen d.h. beispieisweise Membranproter- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren. und losliche oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden (TNF- 
BP). in homogener Form, sowie deren Phystoiogisch vertragliche Salze. Bevorzugt sind soich© Protein©, die 
gemass SOS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 

55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 55 kD charakterisiert sind, insbesonders soiche mit 
etwa 55 kD und 75 kD. Weiierhin bevorzugt sind soiche Proteine, die durch wenigstens eine der folgsnden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(lA) Leu-Vai-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-GIU'Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Giy-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln- 

X-Asn-Ser-lle 

flB) Ser-Thr-Pro-Qlu-Lys-Qlu-Giy-Glu-Leu-Glu-Qly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(llA) Ser-Qln-Leu-Qlu-Thr-Pro-Qlu-Thr-Leu-Ueu-Gly-Ser-Thr-GIu-Qiu-Lys-Pro-Leu 
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;S ^:'p:;ll. G-n VatAla-Phlx-Pro-tyr-Ala-Pro-Glu-P. 
(HE) iie-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

(IIF) Lsj-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp ne-x-Ala-Pro wobei X (ur einen Aminosaurerast steht, cler 

(IIH) Giy-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X Ala wau« 

nicht eindaaig ^^^f f ^^^^^^ ^..^h eine N-terminale Tailsequenz charakterisiert worden 

im Stand der Techn.k smd derails ^NJ-BPJurch e na ^^^^ ^^^^^^ 

3..s.nd d. ...endan — . - - ^ ^ dt^^ S 

TNF-BP. Diese Verfehran sind dedurcn charaktensioa a q ^eextraktes, Immunaffinitatschroma- 

Tographie und/oder ein- Oder mehrfache ,^9%^^^^^^^^^^^^^^^ (SOS-PAGE), Die Kcmbina- 

chromatographie (HPLC) ""^ P^^f T^^^'l^^^^^^^^^ ist lUr den Erfolg des 

e,findungsgcmass9r. J^^eilUlsweise der ursprOnglich fUr die Anrelcherung von TNF- 

mocifiziert und verbessert wurden. So ^" f ® °!^«P'f |„^una(finitatschromatographie/TNF«-L,ganflenaffi- 
3P 3LS humaner Placenta [31] verwendete f^'^f''"'®,'!^ ''^^^""bs^^^^^ 4B-Vorsaule verwendet wur- 

nitatschromatograpnle-Schritt dadurch ^9"ndert^ d^ss e me aSA 5e^^ ^.^ l^nunaffinitats- 

de. Oiese Vorsiule wurde zum Auftrag des Ze • ^Jc^S SiT^^^^ des Extraktes wurden die beiden 
sauleunoge<olgtvonderLigandena.Jn, atssau^^^ TNF-BP-ak«ven Fraktionen warden 

zuletztgcnannten Saulen '^le^ '"^ DurcWaho^ng dee 

nochmais uber eIne Li9a"denaH.n.la ssau^e gs W ™ ^.^^ly Lbsungsmittelgemisches. 
Umkehrpnasen-HPLC-Schriues ist ^'^Jf-;;^^ von SSugerzellen, aus denen 

Femer ist auch ein technlsches Verfahren zum trjeien "o . verfahren zeicHnet 

TNF-BP isoiie. werden konnen. ^^-J^J^J*; ^^^^^^^^^^ 
sich dao.rchacs.dass ein Medium. Welches Ki aespez^^^^^^^ ^ ^ beschrlebenen 

Zelllinie ent^vicke,t wurde in Vert=indung J J^^^^^^^^^^ „33en sich beispielsweise fUr HL-60- 

rrrzS'Js^- -^^^^^^^^^^^^ . Protege .nd iOsiicbe 

Zusaulich dazu betrifft die vortiegence Ertlndung ^^'i®^^^^^^^ beisplelsweise CNA-Seguen- 
oder nichtiaslicne Fragments davon. die TNF . °?^,^f,i^rcS^^^^^^^ davon. die TNF 

.en zu verstehen, die fOr nichtiesliche Proteme !f sind: 

5!rr=.^^^^^^^^^^ - A— rese.e. 

*5 kocieren. nf„^.,rn nicht nur allelische Varianten, sondorn auch solche 

□as heisst. dass von der vorllegenden ^^^-^^^9 '^"^^^^^^ ^^Iditlonen von einsm oder 

ONA-Sequenzen umfaset sind. die sich durch D^'^',^"^^^^^^^^^ „obei 93 sich bei den davon 

todierten Proteinen nach w,e vor TNF-BP "^^"f ^'"^^^J.^eber. 

.0 ercibt ist beispielsweise In Science 248, 1019-1023, (1990) ^«f=^^'«° ^^^^ scheinbaren 

' a3vor.ugt Sind eirma. solche D^A-Sequenzen welche sequenz besonder. 
MCakulargewicht von etwa 55 ^° ^"^'^^^^^.^^l fo Jche F^ 

bevorzugt ist. wie Sequenzen. die hjr "'^i^^^'''^;^,^^^ J^SflsHc^fes Protein-Fragment kodiert. reicht von 

Eir,e DNA-Sequenz. die beispielsweise Jf^Tn gTqu nz^ ^^^^^ die fur losHche Protein- 

S5 Nukleotid -185 bis 1122 der in Abb.ldung " f ^^,",,^0,^1 85 633 bzw. von Nukleotid -14 bis 

Fragmente kodieren. sind beispielswe.se soiche^ d.e J'^J^^^^^^^^^ ONA-Scquenzen. die fOr em 

633 der in Abbildung 1 gezeigten „te Partlelle cDNA-Sequenzen 
Protein von etwa 75'65 kO kodieren, wobe. solche. die die ngu 



15 



20 



25 



30 



35 



3 



♦ 

EP 0 417 663 A2 



enthalten. bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sird in diesem Fall die Soquenzen des 
cffenen Leserasters von Nukleotid 2 bis i'i77. Die Peptide IIA. IIC. ilE. IIF. fIG und IIH weraon von der 
parueilen cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert. wobei die geringfUglgen Abwelchungen d r oxperirrentell 
besttmmtcn An^inosauresequenzen von der von der cDNA abgeletteten Sequenz mit hochster Wahrschein- 
5 lichkeit auf der geringeren Aufidsung der Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
Sequenzsn. die fur nichtldslic^e wie losliche Fragmcnte von TNF-bindenden Protetnen mit einem scheinba- 
ren Motekulargewicht von 75 kD/e5 kD kodieron. ONA-Sequenzen fOr scfche losllchen rragmento kdnnen 
auf Gfund der Hydrophilieprofile der von den fOr solche nichtloslichen TNF-BP koalerenden Nukleinsaure- 
sequenzen aogeleiteten Aminosauresequenzen bestmmt werden. 

w Die Erfindung betrifft weiterliin DNA-Sequenzen, die eine Kombination aus zwei Teil-DNA-Sequonzen 
umfasser. wobel die eine Teilsaquenz fur solche losiichen Fragment© von nichtlttslichen Protsinen cio TNF 
binden kodiert (s.o.) und die andere Toiusequenz, fur alio Oomanan ausser der ersten Domane aer 
konstanten Region der schweren Kette von humaner Immunglobulinen. wie IgG, igA. IgM bzw. igH, kodfert. 
Die vorliegende Erfindung betrifft naturlich auch die von aolchon DNA-Sequenzen kodrerten rokomfain- 

75 anten Proteine. Selbstverstandltch sind dabei auch solche Proteine umfasst. in deren Aminosauresequen- 
zen, beispteisweise mittels gezielter Mutagerese. Aminosauren ao auagetauscht worden sind, dass dadurch 
di6 Aktivitat der TNF-BP oder deren Fragmente, namlich die Bindung von TNF oder ale Wechselwirkung 
mit andersn, an der SignalUbertragung beteiligten Mom bran komponenten, in einer gewOnschten Art veran- 
dert Oder erhalten wurden. Aminosaureaustausche in Protoinen und Peotiden. die im ailgemelnen die 

20 AktivitMt aolcher MolekCile nicht verandem, sind im Stand der Tachnik bekannt und beispielsweise von H 
Neurath und R.L Hiil in "The Proteins" (Academic Press, New York, 1979. siehe besonders Figur 6. Seite 
14) beschrleben. Die am haufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser. Val/lle Asp/Glu Thr/Ser 
AlaGly. Afamir. Ser/Asn. Ala;VaK Ser/QIy. Tyr/Phe. Ala/Pro. Lys/Arg. Asp/Asn. Leu/lle, Leu/Val' Ala^Glu' 
Asp/Gly. 3cw{0 solche in umgekehrter Wgise. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren die 

25 erfindungsgemSsse DNA-Sequenzen enthaiten und zur Transformation von geeigneLen pro- me eukaryotl- 
schen WIrtssystemen geeignot sind. wobel solche Vektoren bevorzugt sind, deren Verwendung zur 
Expression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierton Protelne fuhrt. Schliesslich betrifft 
die vorliegende Erfindung auch noch mit sofchen Vektoren transformicrte Pro- wie eukaryotische Wirtssy- 
steme. wie Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekombinanten Verbindungen durch Kultivie- 

30 rung soldier Wfrtssystems und anachliessende Isotierung dieser Verbindungen aus den Wirtssystemen 
seibst Oder deren Kulturuberstanden, 

Gegenstand der voriiagendcn Erfindung sind auch pharmazeutische Praparate. die wenigstens eines 
dieser TNF-BP oder Fragmerte davon, gewGnschtenfalls In Verbindung mit weiteren pharmazeutisch 
v/irksamen Substanzen und/oder nicht-toxi schen, inerten. therapeutisch vortraglichen Tragerm ate ri alien 

35 enthaiten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung sofcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 
lung pharmazeutischer Praparate bzw. andererseits zur Behandlung von Krankheiten, bevorzugt soichen in 
deren Verlauf TNF involviert ist. 

Ausgangsmaterial fur die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz ailgemein Zellen. die solche TNF-BP 
40 in membrangebundener Form enthaiten und die dem Fachmann ohne Beschr^nkungen ailgemein zugang- 
lich-sind. wie beispieisweise HL60- [ATCC Nr. CCL 240], U 937- [ATCC Nr. CRL 1593], SW 480- [ATCC Nr 
CCL 228] und HEp2-Z8i[Qn [ATCC Nr. CCL 23], Dteso Zellen kdnnen nach bekannten Methoden des 
Standes der Technik [40] oder zum Erzielen hoher Zelldichten nach dem bereits ailgemein und im Detail fOr 
HL60-Zellen In Beispiel 2 baschriebenen Vorfahren kultiviert werden. TNF-BP kOnnon dann nach bekannten 
45 Methoden dss Standes der Technik mittels geeigneter Detergenzien, beispielsweise Triton X-114, i-0-n- 
Octy(-/J-D-glucopyranosid (Octyfgluccsid), oder 3-[(3-Cholylamidopropyl)-<Jlmethylammonlol-l-propan sulfo- 
nat (CHAPS), im besonderen mittels Triton X-100. aus den aus dem Medium abzartrifugierten und 
gewaschenen Zellen extrahiert warden. Zum Nachweis solcher TNF-BP kdnnen die Obllcherweise verwen- 
deten Nachweismethoden fur TNF-BP, beispielsweise eine PolyMthylenglykoi-irduzierte Fallung des ^^Sf, 
TNF/TNF-BP-Komplexes [27]. im besonderen Filterbindungstests mit radioaktiv marWertem TNF gemass 
Beispiel 1, verv/endet werden. Zur Gewinnung dor erfindungsgemassen TNF-BP konnen die generell zur 
Reinigung von Proteinen, insbesondere von Mem bran protein en. venwendeten Methoden des Standes der 
Technik, wie beispielsweise lonenaustausch-Chromatographie, Gelfiltration. Affinitatschromatographie. HPLC 
und SDS-PAGE venrt^endet warden. Besonders bevorzugte Methoden zur Herstellung erfindungsgemasser 
TNF-BP sind Affinitatschromatographie, insbesondere mit TNF-a ais an die Festphase gebundenen Ligan- 
don und Immunaffinitatschromatographie. HPLC und SDS-PAQE. Die Elution von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen. beispielsweise 
mittels Efektroelution nach Hunkapiller et al. [34J. wob \ nach h uligem Stand des Wissens die dort 
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angegebenen Elektro-Oialyaezaiten generall zu verdoppein sind. Oanach noch verbleibende Spuron von 
SDS konnen dann gemass Bosserhoff ot al. [50] sntfemt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand dor Technik bekannten Mothoden der 
Peptidchemie, wis beispieisweise N-terminale Aminosauresecuenzisrurg Oder enzymatische wie chsmische 
Peptidspaltung charakterisiert werden. Durch enzymatische Oder criemiscliG Spaltung erhaltene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden. wie beispieisweise HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-terminal 
sequen^iert werden. Solche Fragmente, die selbst noch TNF binder, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethocen ftr TNF-BP identlfiziert werden und sind ebenfalis Gegsnstand der vorllegenden 
Erfindung. 

Ausgehend von der so erhaitllchen Aminosauresequenzinformation Oder den in Frgur 1 wie Figur 4- 
dargestellten DNA- wie Aminoaaurosequenzen kSnnen ontar Beachtung der Degeneration des genstischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonukleotide hergesteilt werden [51]. 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42.43] cDNA- Oder 
genomische DNA-Barken nach Klonen, die fUr TNF-BP hodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, 
abgesucht werden. Ausserdem konnen mittels dor Polymerase-Kettanraaktion (PCR) (49] cDNA-Fragmente 
klqniert werden. indem von zwel auseinanderliegenden. relaOv kurzon Abschnitten der Aminosauresequenz 
unter Beachtung des genetischen Coaos vollstandig deganarierte und in ihrer KomplementarltSt geeignete 
Oligonucieotide als "Primer" eingesetzt werden. wodurch das zwischen diesen belden Sequenzen llegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert werden karn. Die Bestimmung der Nukleotldsequenz eines derartigen 
Fragmentes ermbglicht eine unabhangige Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinfragments, fur 
das es kodiert Die mittels der PGR erhatllichen cDNA-Fragmente kSnnen ebenfalis, wie bereits fur do 
Oligonukleotide selbst beschrieben. nach bekannten Methoden zum Autsuchen von fOr tnf-bp kodierende 
Nukleinsauresequenzen enthaltendcn Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken venwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
der so bestimmten wie der fUr besUmmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen solche 
Teilsequenzen. die fQr idsiicha TNF-BP-Fragmente kodieren. bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Qesamtsequanz hcrausgeschnltten werden [42]. . ■ e. j 

Die gesamtc Scquenz Oder solche Teilsequenzen kJJnnen dann mittels bekannter Methoden in im stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren VervielfSltigung wie Expression in Prokaryoten integnert 
wcrdon [421. Qeeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispieisweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterlen. wie beispieisweise E. coll StSmme. wie E. coll HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W3110iATCCNr. 27 325]oderB. subtilisStiimmedar. 

Weiterhin konnen erflndungsgemSsse Nukleinsauresequenzen, die fur TNF-BP sowie fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaiyotischen WlrtszeNen, 
v/ie beispieisweise Hefe. Insekten- und SBugerzellen, mittels bekannter Methoden integnert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgl bevorzugt in SSuger- wie Insektenzeilen. 

Ein typischer Expressionsvektor fUr Saugerzellen enthMIt ein affizientes Promotorelement. urn eine gate 
Transkriptlonsrate zu erzielen. die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fur eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente. die venr/endet werden konnen. sind 
"Enhancer-, welche zu nochmaJs verstarkter TrarskripUon fijhren und Sequenzen. weiche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mBNA bewirken kSnnen. Zur Expression von Nukleinsauresequenzen, denen das endo- 
gene fUr ein Signalpeptid kodierende Sequsnzstiick fehit, kSnren Vektoren verwendet werden. die solche 
geeigneta Sequenzen. die fOr Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Sieha 
beispieisweise der von Cullen. 3.R. in Cell 46 . 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ268 oder aucn bai 
Sharma, S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething. M.J., Cold Sonng 
Harbor Lab. (1985). Saiten 73-78. , 

Die meisten Vektoren. die fur eine transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequonz in Saugerzel- 
len verwendet sverden. enthalten den Roplikationsursprung dea SV40 Virus. In Zellen. die das T-Antigen das 
Vinjs exprimieren. {z.B. COS-Zeilen). werden diese Vektoren stark vermehrt. Bne vorubergehende Expres- 
sion ist aber nicht aut COS-Zellen beschrankt. Im Prinzip kann jede transtektierbare Saugerzelllmle hierftir 
verwendet werden. Signale, die eine starVe Transkription bewirKen konnen. sind z.B. die frUhen una spaten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enrtancer des "maior immediate-Garly" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren. wie beispiel8we.se RSV, 
HIV und MMTV. Es kfinnen aber auch Signale von zellulSren Qenen. wie z.B. die Promotoren des Aktin- 
ss und Collagenas -Gens, verwendet werden. 

Allernativ konnen aber auch stabile Zelllinien. die die speztfischa DNA-Sequenz im Qenom 
(Chromosom) integriert haben. arhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusarrimen mit einem 
seiektierbaren Marker, z.B. Neomycin. Hygromycln. DIhydrofolat-Reduktase (dhfr) od r Hypoxanthin- 
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Guanin-Phosphoriboayltransferase (hgpt) kotransfektiert. Die atabil ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kar.n auch noch stark vermehrt wordon. Ein geeigneter Selektionsmarker hierfur ist beispieisweise 
die Dihydrofoiat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen {s.B. CHO-Zetlen). v/elcae kein intaktes dhfr-Gen entbaiten. 
wercen hierbei nach srfolgter Transfekticn mit steigenden Mengen yon Methotrexat inkubiert. Auf diese 
Weise kcnnen Zelllinien erhaiten warden, weiche mahr als tausend Kopien der gewunschten DNA-Sequenz 
enthalten, 

Saugerzeller, weiche fOr die Expression verwendet werdan konnen, stnd z.B. Zellen der menschlichen 
Zsiilinien Heta [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573]. sowie 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zellen. 2.B. 
[ATCC CCL 149], {CHO)-Zellen [ATCC CCL 61]. BHK [ATCC CCL 101-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 
701- und dio COS-Zcillinicn (ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Gceignete Express ion svektoren umfassen beispieisweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia. Uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala. Sweden). Besonder bevorzugts Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten Vektoren 
"pK19" und "pN123". Diese konnen aus den mit ihnen transformierten E. coIi-Stammen HB1G1{pK19) und 
H8101(pN123) nach bekannten MGthoden isoliert warden [42]. Orsse E. coli-Stamme warden am 26. Januar 
1990 bei der Dcutschon Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD untor DSM 57B1 fur HB101(pK19) und DMS 5764 fur HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression der 
Proteine. die aus ainem losiichan Fragment von ntchtidslichen TNF-BP und einem Immunglooultnanteil. d.h. 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Ketts, bestehen. eignen sich 
besonders pSV2 abgeieitete Vektoren wie beispieisweise von German. C, in "DNA Cloning" [Vol. II.. edt von 
Glover. D.M,. iRL Press. Oxford, 1985] beschrleden. Besonders tevorzugte Vektoren sind die bei der 
Dsutschen Sammlung von Mikrcorganismen und Zellkulturen GmbH (OSM) in Braunschweig. BRD hlnter- 
legten und in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschrtebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315). PCD4-H7I (DSM 5314) und PCD4-H73 (DSM 5523). Besagte Europaische Patentschrift wie die 
in Beispiel n angegebenen aquivalenten Anmeldungen enthalten auch Angaben bezQglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimaren Proteinen (siehe auch Beispiel li) wie zur 
Konstnjktion von Vektoren fur die Expression von solchen chimaren Proteinen mit anderen Immungtobulin- 
anteitan. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hangt vom gewShtten Expressions- und 
Vektorsystem ab. Eine Uebersicht Ober diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et al.. "DNA Trenstor- 
mation of Mammalian Cells" in "Methods in Molecular Biology" (Nucleic Acids VoL 2, 1984. Walker, J.M.. 
ed, Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere IVIethoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA'\ Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752, 1967] und 
bei Feigner [Feigner et al.. "Lipofectin: A highly efficient, sipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. 
Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987]. 

Zur Expression jn" Insektenzellen kann das Baculovirus-Expressions-Syatem. welches schon fur die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fOr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers. Bio/Technology 6 . 47-55. 1988). ven^vandet werden. Rekombinante Proteine konnen 
authentisch odor als Fusicnsproteine hergestellt werden. Die so hergestellton Proteine konnen auch 
modifiziert. wie beispieisweise glykosyllert (Smith et al.. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 . 8404-8408. 1987) 
seln. FQr die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus. der das gewUnschte Protein exprimiert, 
verwendet man einen sogenannten "Transfervektor". Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters. z.B. dem des Polyhedringens. 
enthalt, wobei diese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Besonders bevorzugte Vektoren 
sind die in Beispiel 10 ven^ndeten Vektoren "pN113". "pN1l9" und "pN124". Diese konnen aus den mit 
ihnen transformierten 6. coli-Stammen HB101(pN1l3). HB101(pN119) und HB101(pNl24) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mlkroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig. BRD, unter DSM 5762 fur 
HB101(pN1l3). DSM 5763 fOr HB101(pN119) und DSM 5765 Wr HB101(pN124) hinterlegt Der Transfan/ek- 
tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert. Die in den 
Zellen durch homologe Rekombination entstehenden rekombinanten Viran konnen dann nach bekannten 
Methoden identifiziert und isoliert werden. Eine Uebersicht uber das Bacutovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtldstichen odar losltchen Fragmente konnen dann nach im Stand der 
Tochnik bekannten M thoden der Proteinchemle. wie beispieisweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Vertahrens aus der Zellmasse Oder dsn KuiturQberstfinden gereinigt werden. 

Die erfindungsgemass erhaltenen TNF-BP konnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen AntikOrpern nach bekannten Methoden der Technik [44.45] Oder gemass dem In Beispiel 3 
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oeschriebenen Verfahren verwendet warden. Solche Antikorper, insbesondere monoklor.ale Antikorper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spe^ies. sind ebenfalls Gegenstand der vcrlieger.den Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichlete Antikorper kcnnen durch dem Fachmann golaufige Modifikationen des in den 
Beispieisn 4-6 im Detail beschrietaenan Reinigungsverfahrens 2ur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Gaind der hohen Bindungsaffinital erfindungsgermasser TNF-BP fur TNF (Kj-Werte in d n Gros- 
sencrdnungsn von IQ-^ • l-'°M) konnen diese oder Fragments davon als Oiagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum cdar anderen Korperfltisslgkeiten nacri im Stand der Technik faekannten Mathoden, 
beispielsweise in Festphasenblndungstesls odar in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpern in sogenannten 
"Sandwich"-Tests, eingesetzt v/erden. 

10 Im Obrlgen konnen erfindungagemasae TNF-BP einerseits zur Reinigung von TNF und anderersoits 
zum Auflindeii von TNF-Agonisten sowie TNF-Anlagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet v^erden. . , . j j 

Die erfindungsgernassen TNF-BP sowie deren pfiysioiogisch vertraglicho Salze. die nach im Stand dar 
Technik bekannten IVIethoden hergestellt werden konnen. konnen auch zur Herstellung von phannazcuti- 

75 schen Praparaten, vcar allem soichen zur Behandlung von Krankheiten, bei deren Verlauf TNF involviert ist. 
venwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen, falls wunschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutlsch aktiven Substanzen. mit den ublichcn^^eise verwen- 
deten festen oder flussigen Tragermateriaiien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Oosierung solchar 
Praparate xar.n unter Beruckslchtigung der ubiichen Kriterien in Analogie zu beraits verwendetan Prapara- 

20 len ahnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend aiigemein beschneben wordcn ist, sollen die folgenden Beisplele 
Einzelheiten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diesG dadurch in irgendeiner Welse eingeschrankt 
wird. 
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Belspiol \ 



33 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einom Filtertest mit humanem radio-jodiertem '«I-TNF nachgewiesen. TNF 
(46 47) wurde mit Na'« I (IW1S40. Amersham. Amersham. England) und lodo-Gen (#28600, Pierce 
Purochemie. Oud-Beijerland. NIederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv maJdert. Zum Nachweis 

35 der TNF-BP wurden isolierte Mambranen der Zelien oder ihre solubilisierten, angereicherten und gereir.ig- 
^en Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 v., BioBad, Richmond, California, USA) aufgetra- 
qen Die Filter wurden dann in Pufferlosung mit 1% entfettetem Miichpulver blockiert und anschliessend m,t 
5'10S cpm/ml ^«|.tnf« (0.3-1.0'10« cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
markiertem TNFa inkubiert gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radloaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem vCounter gezahlt. Die spezifische ' "•tN'=— 
Bindung wurde nach Korrektiir Wr unspezlflsche Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a im 
Ueoerschuss ermittelt. Die spezifische TNF-8indung im Rtertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert (33], wobei ein K«-Wert von -IQ-'-IQ-OM ermittelt wurde. 

Belspiel 2 



50 Zellextrakt© von HL-SO-Zellen 



55 



HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimenteltem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Mediurr [GIBCO-Katalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/1 NaHCO^ und 5% fStales Kalberserum enthtelt. in 
einer 5% COa-Atmosphare kultiviert und anschiiessend zentrifuQiert. 

Zum Erzielen hoh r Zelldichten in t chnisch m Masstab wurde folgenderrriassen verfahren. Dig 
Zuchtung wurde in einem 75 1 Airllftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durch gotUhrt. 
HterfOr wurde das Kassettenmsmbransystem "PROSTAK" (Millipore, Schweiz) mit einer Mennjranflache 
von 0 32 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf Inteflriert. Das Kulturmedium (siehe Tabelle 
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1) wurds rnit eirer Watson-iVlarlow Pumpen TYP S03U. nnit 5 l/min. umgepumpt. Nach ©iner Oannpfstertlisa- 
tion der Aniagen v/obei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die 
Fermentaticn mit v/achsenden HL-60 Zellen aus einem 20 I Airliftferm enter (Chemap) gestariet. Die 
Zeilziichtung im Impffermenter erfcigts im konventicnellen Batchverfahren in dem Medium gemass Tabeile 

5 1 und einem Startzelltiter von 2x10- Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4.9x10^ Zellen/ml in den 75 i Fermenter uberfuhrt. Der pH-Wert wurde bei 7,1 und der pOa Wert bei 25% 
Sattigcng gehalten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikroporose Fritte erfolgte. Nach anfanglicher 
Baichfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelititer von 4x10® Zellen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Filtratseits der Membran wurde das konditionierte Meaium 

10 abgezogen und dutch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. Das Zulaufmedium wurde wie folgt 
verstarkt Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g;l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 i Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhoht Nach 120 Stunden der kcntinuierlichen ZGchtung wurde die Fermentation beendet. Untsr den 
gegebenen Fermentatlonsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x10^ Zcilen/mi. Die 

15 Verdopplungszeit der Zellpopulation betmg bis 10x1 0« ZQllen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebondcn Zellen lag wahrend der gesamten 
Fermentationszeit bsi 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergakOhlt 
und die Zellen durch Zantrtfugation (Beckman-Zentrltuge [Modell J-6B. Rotor JS], 3000 rpm. 10 min.. 4* C) 
^eerntet. 



Tabelle I 



HL-60 Medium 



25 



Komponenten 



Konzentrac Lqnen 



ma/1 



CaCl^ ( was serf rei ) 

Fe(NO^)^.9H20 
FeSO • ♦TH O 




112.644 



20 



0.498»10 



0e02 



0, 166a 



336,72 



KNO3 

MgCl (wassecf cei ) 



0,0309 



11,444 



40 



45 



50 



55 
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MgSO^ (wasserfrei) 
NaCI 

Ma^HPO^ (wasserfrei) 
2 4 

NaH^PO, •H^O 
2 4 2 

Na^SeO^^SH^O 

ZnSO •TH 0 
4 2 

D-Glucoee 

GlucathioEi (red.) 

Hepes-Puff or 

Hypoxanttlin 

Liaols^ure 

Liponsdure 

Phenolrot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvac 

Thyraidin 

Biotia 

D-Ca -Panto t he nat 

cholinctilor Id 

Fols^ure 

i-Inositol 

Niaclnamid 

Nicotlnamid 

para-Aminobenzoesaure 

Pyridoxal HCL 

Pyridoxin HCl 

Riboflavin 

Thiamin HCI 

vitamin B^^ 

L-AIanin 

L-Asparaginsaure 
L-Asparagin H^O 
L-Arginin 
L-Argiaia HCl 
L-Aspactat 



68 , 37 
5801. 8 
188 .408 
75 
9.6»10" 
0,1726 

4000 

0,2 
2383r2 
0,954 
0,0166 
0.042 

10,24 
0,0322 

88 
0, 146 
0,04666 
2, 546 
5.792 
2,86 

11, 32 
2.6 

0. 0074 
0.2 

2. 4124 
0,2 

O, 2876 
2, 668 
0, 2782 

11.78 
10 

14. 362 
40 

92, 6 
33, 32 
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L-Cystin 2HC1 62.04 

' L-Cystein HCl-H^O 7,024 

L-Glutaminsaure 36, 94 

L"Glutamin 730 

JO L-Glycici 21.5 

L-Hi3tidin 3 

L-Histidln HCI»H20 27.392 

L-Hydroxypyrolin 4 

L-Isoleucia 73 .788 

L-Leucin 75,62 

L-Lysin HCl 102.9 

L-Mettiionin 21.896 

L-Phenylalanin 43 ^ 592 

L-Prolin 26.9 

25 L-Secin 31^3 

L-Threonia 53 

L-Tryptophan 11.008 

30 L-Tyrosin*2Na 69.76 

L-Valin 62.74 

Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 

Insulin (human) 5 ^g/ml 

Tranferrin (human) 15 ^g/ml 

Hindersecuiualbumin 67 ug'/ml 
40 Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY, USA) 0.25% 
Pluronic F68 

• (Secva. Heidelberg, BHD) 0,01% 

Fotales Kaiberserum 0,3-3% 



Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0.2 g/l KCl. 0.2 g/l KH2PO*. 8,0 g/1 Nad, 2.16 
60 g-l NaaHPO* ' 7H2G). der mit 5% Dimethytfomnamid, 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Lsupeptin, 1 u-M Pepstetin, 1 mM o-Phenanthrolin, 5 mM Jodacetamid, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
versetzt war (im folg nd n als PBS-M bezeichnet), gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden bei einer 
Dichte von 2.5*10^ Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1.0%) extrahiert. Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrrfugalion geklart (15 000 x g, 1 Stunde; 100 000 x g, 1 Stunde). 

55 

Beispiel 3 
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Pufferlosungen gewascher: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Bensamidin, 100 E/'ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCl. 10 mM ATP, 10 mM Benzannidin. 100 E^rrJ Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 
Triton X-100, 10 nr.M Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. Sowohl die ImmLn- als such dio TNFa-Ugano- 
Affinrtatssaul wurden dann rr.it 100 mM Glycin pH 2.5, 1QC mM NaCI, 0,2% Decylmaltoside, 10 mM 

5 Beniamidin, 100 E/ml Aprotinin joo© fur sich eiuiert- Die im Fiitertest gennass Beisptel 1 aktiven Fraktionen 
jedor Saule wurden danach jewsils vereint und mit 1M Tris pH 8,0 neutraiisiert. 

Die so vereinten TNF-3P-aktiven Fraktionen der Immun-Affinitatschrcmatograplii© einerseits und der 
TNFa-Ugard-Affinitatschromatograpni& andererseits v/urden zur weiteren Reinigung nochmals auf je ein© 
kleine TNFo-Ligand-Affinitatssaule aufgatragen. Danach wurden diese beiden Saulsn mit je 40 ml von (i) 

10 PBS. 1,0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/mi Aprotinin, (2) PBS. 0,1% Triton X-100. 0,5M NaCI, 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS. 0,1% Triton X-1Q0, (4) 50 mM Tris PH 7.5, 
150 mM NaCI, 1,0% NP-40. 1,0% Desoxychoiat, 0,1% SDS. (5) PBS, 0,2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschtiessend wurden die Sauien mit ICQ mM Glycin pH 2.5, 100 rvM NaCI, 0.2% Decylmaltosid eluiert. 
Fraktionen von 0,5 ml von jeder Sauie wurden ftJr sich gesammelt urd die gemass Fiitertest (Beispiel i) 

15 aktiven Fraktionen von jeder Saule jawaiis fJr sich vereint und in einer Centricon-Einheit (Amicon, 
Molekulargewichts-Ausschluss lo'oGO) aufkonzentriert. 



Beispiei 5 

20 



Auftrennung mittels HPLC 

25 Die gemMss Beispiel 4 erhaltensn aktiven Fraktionen wurden gemass ihrer unterschfea lichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand-Affinitatschromatographie) jeweils fOr sich auf G1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifluoressigsaure, 0,1% Octylglucosid equilibrtert worden 
waren, aufgetragen. Die Sauien wurden dann mit einem linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im glelchen 
Puffer bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt 

30 und die akt'ven Fraktionen von jeder Saule fur sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftronnung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel S erhaltenen und gemass Rltertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95 'C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrytamid-Trenngel mit einem 5%Igen 
Sammalgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97.4 kD), BSA 
(6e.2 kD), Ovalbumin (42,7 kO). Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21.5 kD) und Lysozym 
45 (14.4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fOr Proben, die gemass Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf- 
finitatschromatographie von [mmunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemass Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kO und 51 kD sowie drei schwachere Banden 
von 38 kO. 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (Bioflad, 

so Richmond. California, USA) elektrophorettsch wahrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris. 192 mM Glycin, 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (Immobllon, Millipore. Bedford. Mass. USA) transferiert. Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0.15% Serva-Blau (Serva. Heidelberg, BRD) in 
Methanol/Wasser/Elsessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefarbt Oder mit entfettetem Mllchoulver 
blockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitflt mit '^l-TNFa QQ^ifiss den in 

55 Beispiel 1 beschriebenen Ftltertestbedingungen inkubiert. Oabei zeigte sich, dass alle in der Proteinfarbung 
zur Darstellung geiangten Banden speziflsch TNFa banden. Alio dIese Bandon bandon im Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikfirper. Dabei wurd ein g mSss dem In Beispiel 1 beschriebenen Verfahr n mit Na-^s | radioaktiv 
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Herstellung von •T>onoklonalen (TN F- B P)- Anti ko rpem 

Gr Qemass Beispiel 2 erhaltener Zentrifugationsuberstarici aus Kuitiviorung von HLSO-Zellen im 
experrmentellen Lafcormasstab wurde im Verhaitnis 1:10 mit P5S verdunnt Dar verdunnte Ueberstand 

5 wurde be: 4'C auf eine Saufe aufgetragen (Russrats: 0,2 ml/min.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bto Had 
<atalog Nr. 153-6099). an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a [Pennica, D. et at. (1984) Nature 3l£ . 
724: Shirai. T. et a). (1985) Nature 313 . Q03; Wang. A.M. ©t al. (1985) Science 228 . 149] gemass den 
Empfehlungen des Hersteilers gekoppelt worden war. Die Saule wurde bet 4'C und" einer Durchfiussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 ml PBS. das 0.1% Triton X 114 ©nthislt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

JO So angereichertes TNF-BP wurde bel 22* C and einer Flussrato von 2 mt/min mtt 4 ml 100 rnM Giycin. pH 
2.8, 0.1% Oecylmaltoaid eluiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit [Amicon] auf 10 al 
konzentn'ert. 

10 ul dieses Eluatos wurden mit 20 ul vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Ja 10 ul der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahl, R. et al. [(1985)» J. Immunol. Methods 
15 33 379] bescnrlebenen Verfahren an dan Tagen 0. 7 end 12 in cine hintere Fusspfote einer narkottsierten 
Balb/c-Maus injiziert. 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet, der popltteale Lymphknoten heravsgenommen, 
zsrkleinert und in Iscove's Medium (IMEM. G18C0 Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/l NaHCOs sntnielt. durch 
wladerholtes Pipettieren suspendiert. Gemass etnem modifizierten Verfahren von De St. Groin und Schei- 

20 degger [J. Immunoi. Methods (1980), 35 , 1] wurden 5xiO' Zellen des Lymphknotens mit 5xi0^ PAI Maus- 
Myeiomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Uisclosure, 217. Mai 1982. 155-157). die sich in logarithmi- 
schem Wachstum betanden, fusiorlert. Die Zellen wurden gemischt, durch Zentrifugation gesammelt und 
durch leichtes Schutteln in 2 ml 50% (v/V) Polyethylenglycot in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch iangsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen Schutteins -/erdunnt. Die 

?5 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM + 20% fotales 
Kalberserum. Glutamin {2.0 mM), 2-Mercaptoetharol (100 uM). 100 uM Hypoxanthine. 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 aM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspenstcn wurde auf 10 Gewebekulturschalen. die 
ieweils 96 Vertlefungen enthielten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37 'C in einer Atmosphare 
von 5% CO2 und cincr relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 1 1 Tags lang inkubiert. 

30 Die AntikOrcer zeichnen sich aus durch ihr© inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
Oder durch ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemSss Beispiel 1. Zum Nachv/eis oer biologischen 
Aktivltat von anrt(TNF-BP)-Antik5rpem wurde fofgendermassen verfahren: 5x10^ HL60 Oder U937- Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitMlsgereinigten monoklonalen anli-{TNF- 
BP)-Artikdrpcm oder Kontrollantlkorpern (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtel sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/mi bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubaiion bei 37' C wurden 
aie Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei O'C gewaschen, Sio wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zuaMtziich 0.1% Natriumazid und '2Si.-rNFai (10« 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkrertem TNFa (s.o.) enthielt, resuspendiert. Die spazifische 
Radioaktivitat des '^^l-TNFa betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4'C inkubiert. 

40 gesammelt und 4 mai mit 4.5 ml PBS. das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zeilen gebunden© Radioaktivitat wurde in eirfem -y-Scintillations-zahler gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen. die nicht mit anti- 
(TNF-SP)-Antik6rpem behandelt worden waren. bestimmt (ungefahr 10 000 cpm.'5xl0^ Zellen). 

4S 

Beispiel 4 



50 Affinitatschromatographie 



FQr die weitere Rainigung wurden jeweils ein gemass Beispiel 3 erhaltaner monoklona'er anti-(55 kD 
TNF-BPj-Antikorper (2.8 mg/ml GeJ). TNFa (3.0 mg/mi Gel) und Rinderserum albumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) 
gemass de/i Vorschriften des Herstellers kovalent an CNBr-aktivisrte Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, 
55 Schweden) gekoppelt. Der g mSss Beispi I 2 erhattene Zellextrakt wurde Qbcr die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten SSulen geloitet BSA-Sepharosa-Vorsaule, Immunaffi- 
nitatssaulB [Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antikorperl. TNForUgand-AffinitStssauIe. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten saulen abgetrennt und einz In fOr sich rpit je 10O ml der folgenden 
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msrkierter, afflnitatsgereinigter (Mausiininunglobulin-Sepnarose-4B-Afiinitat33aule) Kaninchen-anti-Maus- 
tmmunoglcbulin-Antikurper zuin auloradiographiachen Nachweis dieses Antikorpera eingeaetzt. 

Proben. die gemass Beiapiel 4 durch zweimalige TNF-a-Ligendenaffinitatachromatographio des Durch- 
laufs der inr.munaffinitatschromatographie erhialten und durch HPLC gemass Beispiel 5 weiter a-jfgetrsnnt 

5 worcen waren, zeigten unter den oben spezifizterten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedtngurgen zwei 
zusatzliche Banden von 75 kD und 65 kD, die beide :m Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemass Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine ciaser beiden Banden nicht nnit dem 
gemass Beispiel 3 hergestelften anti-(55 kD TNF-BP)-Antlk6rper. Sie reagierten allerdings mit einem 
monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Artikdrper) gemass 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 

15 

Aminosauresequenzan alyse 

Zur AminosaureseqLenzaraiyse wurcen die gennass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen nnittels der in Beispiel 6 bcschriebenen, nun jedoch r9du2ierander, SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gieichen 
Banden wie gennass Beispiel 6 gofunden, die allerdings auf Grunc der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE inn Vergleich 2u Beispiel 6 alle um etwa 1-2 kD nOhere Molekulargewicrite zeigten. Diese 
Banden wuraen dann gemass Beispiel 6 auf PVOF-Membranen Obertragen und mitO,i5% 35 Serva-Blau in 

25 MethanolWasser/Eisessig (50/40/10 Votunnenteile) wShrend l Minute gefarbt mit Methanol/'Wasser/Eisesslg 
(45/48/7 Volumenteile) entfSrbt, mit Wasser gespUtt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtli- 
Chen Schritten wurden zur Vermeldung von iN-terminaler Blockierjng die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingahatter. ZunSchst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt. Um zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktiori 

30 und S-Cerboxymcthylterung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation". J.E. Shively. 
ed.. Humana Press. Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tanr. G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation", 165-166, op.cit.). Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bskannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorberettete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Qerat (Applied Biosy stems Mcdell 470 A, ABI, Foster City, 

3Q Calif., USA) mit einem on-line nachgeschaJteten automatisierten HPUC PTH-Aminosaureanaiysator (Applied 
Biosystems Model! 120, ABI s.o.) sequenziert, wobel die folgenden Amincsauresequenzan bestimmt 
wurden: 

1., Fur die 55 kO-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Val-Pro-Hls-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Vai-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-Hls-Pro-Gln-X- 
40 Asn-Ser-Ile, 
und 

Ser-Thr-Pro-GIu-Lys-Glu-Qly-Qlu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fOr einen AminosSurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
2,, Fur die 51 kD und die 38 kO-Banden (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-Leu-GIy-AsP-Arg-Gtu 

3., Fur die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminaien Sequenzierung 
dsr 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallels Sequenzen ermittelt. Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquitins [36.37] entsprach. wurde fur die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet: 
50 Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ssr-Thr-Cys. 

wobei X fUr einen Aminosaurerest steht der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)U0a-TESiF-aP wurden bestimmt: 
! I e-X- Pro- G ly -Phe-G ly- Val- Al a-Tyr- Pro* Ala-Leu-Glu 
und 

5S Ser-Gln-Leu-Gkj-Thr-Pro-Qlu-Tnr-Leu-Leu-Gly-S r-Thr-Glu-Glu-Lys-Pr -Leu 

und 

Val-Phe-Cys-Thr 

und 
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Asn-GIn-Pro-Gln-AIa-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gty-Glu-AIa 
und 

Lsu-Cys-Ala-Pro 

und 

5 Val-Pro-His-Lau-Pro-Ala-Asp 
und 

G(y-Ser-Gln-G[y-Pro-G!u-Qln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fur einen Aminosaurerest steht. der nicht bestinnnnt warden konnte. 

10 

Bdi spiel 8 



;s Bestimmung von Basen-Sequenzer von komplementarer DNA (cDNA) 



Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Forme! lA wurden 'jnter Berucksichfcgung des 
genetischen Codes zu den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 antsprechende, v/olistandig degenerlerte 
Oligonucleotide in geeigneter Konnplementaritat synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 

20 Totale 2eilulare RNA wurde aus HL60-Zslfen isoliert [42, 43]. und der erste cDNA-Strang durch Oligo-dT- 
Prlning oder durch Prinning mit dem "antisense" Otigonucleotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256, Amersham, Amersham. England) gemass der Anleitung des Herstellers synthstisiert. Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten dsgenerierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurdon in 
eirer Polymerase-Kettenreaktion (PGR, Perkin Elmer Getus. Norwalk, CT, USA gemass Anleitung des 

25 Herstellers) dazu venwendet, die fur die Aminosaure-Reste 8-16 (Formel lA) codterende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet: 5 - 
AQGQAGAAGAGAGATAGTQTGTGTCCC-3'. Dieses cDNA-Fragment wurdo als ProDe verwendet. unn nach 
bekannten Verfahren einen fQr das 55 kD TNF-BP codlerenden cDNA-Klon In einer xgti i-cDNA-Genbank 
von monschlicher Placenta zu identifiziefen (42,43). Dieser Klon wurde darn nach Qblichen Mettioden aus 

30 dom x-Vektor geschritten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUCi9 
(Pharmacia, Uopsaia, Sweden) und in die M13mpt8i'M13mo19 Bacteriophagen (Pharmacia. Uppsala, 
Sweden) klaniert (4-2,43), Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biocnemical. Cleveland. Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz 
und die daraus abgeieitete Aminosauresequenz fur das 55 kD TNF-BP und dessen Stgnalpeptid 

35 (Aminosaure "-28* bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik Ciblichen 
Abkurzungen fur Basen wie Aminos^uren dargestellt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptcrproteinsequenzen lassan sich ungefahr ISO Aminos^uren anthaltende N-terminale wie 220 
Anninosaure enthaltende C-terminale DomSnen. die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-flegion von 19 Aminosauren (in Figur 1 untergtrichen) getrennt werdea, bestimmen. Hypo- 

^0 thetische GlykosyHerungssteilen aind in Figur 1 durch Sterne ubsr der entsprechenden AmInosSure 
gekennzeichnet. 

Im Wessntlichen analogs Techriken wurdon dazu eingesetzt. 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu idontifizioren. wobei allerdings in diesem Fall genomische humane DNA und von 
Poptid tiA abgeleiteten vollstandig degenerierte i4-mer0 und 15-mere "sense" und "antisense" Ollgonu- 

-*s clGotide ven^/endet wurden. um eine primdre, 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Kottonreaktion 
herzustallen. Diese cONA-Probe wurde dann dazu venvendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone 
von verschledener Lango zu identifizioron. Dies© cDNA-Bibliothek wurde mittels isolierter HL60 RNA und 
einem cDNA-Kloniorungskit (Amersham) nach dan Angaben das Herstellers horgestellt. Die Sequenz eines 
soichen cDNA-KIons 1st in Figur 4 dargestellt wobei nochnnalige Sequenzierung zu fofgender Korrektur 

so ^fuhrte. An Stelle des Serins in Position 3 muss ein Throonin das von "ACC" nicht von "TCC" kodiert wird, 
stehen. 

Beispiel d 

55 



Ejcpression in COS 1-Zellen 
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Fur die Expression in COS-Zei!en wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid "pN11" '-^cnstruicrt. 
Das Plasmid "PNlV enthait den efftzienten Promotor und Enhancer des "nnajor immediate-early*' Gens 
des menschlichen Cytomegaiovirus ("HCMV"; Bcshart et al.. Cell 41_ . 521-530. 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthait, die rur einmal im 
Plasmid vorkommen ("Poiylinker"). u.a. die Schnittstellen fOr HindilL Bail, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
qusnz). 

PVUlI 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 • 
3 ' -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 * 

Hinter diesen Schnittstellen t3efinden sich drei Translations-Stopcadons in alien drei Leaerastern. Hinter der 
Polylinkersequenz befindet sich das 2. fnlron und das Polyadenyiierungssignai dea Praproinsullngens dor 
Ratte (Lomedico et al.. Cell 18 . 545-5S8, 1979). Das Plasmid enthait femer den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragrnint aus pBR322. das E. coli-Baktehen Ampicillin-fleaiatenz verletht und die 
Replikation des Plasmids in E, coli ermogiicht. 

2ur Konstruktlon des Expressionsvektors "aN123" wurds dieses Plasmid "pNII" mit der Restriktions- 
endonuklease Pvuil geschritten und anschliessand mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
rytierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoliert (VI). Die s'-cberhangenden Nukieotide des 
EcoRI-geschnittenen i .3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cONA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-cnzym aufgefullt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel iscliert (F1). 
Danach wurcen VI und Fl mittels T4-Liga3e miteinander verbunden, E. coli HBIOI-Zellen wurden darn mit 
diesem LigierungsansaLi: nach bekannten Methoden [42] transform iert. Mit Hilfe von Rcstriktionsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transform ante n identifiziert= die mit eirem 
Plasmid transformiert worden w^ren. welches das 1-3kb EcoRl-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
(ur die E?<pre3sion uber den HCMV-Promotor korrekten Oricntierung enthielt Oieser Vektor emielt die 
Bezeichnung "pN123". 

Zur Konstruktion des Vektors "pKlQ" wurde folgendermassen verfahren. Bn DNA-Fragment, welches 
nur die fOr den extrazellularan Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthait (Aminosauren -23 bis 132 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et al.. Scienca 230 , 1350-1354, 1985, 
siehe auch Beispiel 9). Die folgenden Oligonukleotide wurden. urn die fur den extrazelluiaren Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123'' zu amplifizieren, vcrwendat: 

BAMHI 

5 * .CACAGGGATCCATAaCTQTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 ' 

ASP7L8 

3 ' -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter AminosSure 182 
eingefuhrt. Das so amptifizierte DNA-Fragment wurda mit BamHI und AspTIS geschnittene die hierbei 
entstandenen uberstehenden Enden mit Hiife des Klenow-Enzyms aufgefullt und dieses Fragment an- 
schiiessend aus einem Agarosegel Isoliert (F2). F2 wurde dann mit VI ligiert and der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coli HBlOl, wie bereils beschriebene verwendet. Transformanten, die mit emem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment in der f(ir die Expression uber den 
HCMV-Promotor korrekten Orientlerung enthielten. wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) idcnlifiziert. 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung "pKIS". 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden "pN123" oder "pKIS" wurde nach der von Feigner et 
al. verorfemllchten Lipofectlons-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 . 7413-7417, 1987) durch gefuhrt. 72 
Stunden nacn erfoigter Transfektion wurden die mit "pN123" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
den mit '^^1-TNFo auf Bindung analysiert. Das Resultat dor Scatchard-Analysc [Scatchard. G.. Ann. N.Y. 
Acad. Set. 51 . 680. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Figur 28 dargestellt. Die 
KulturOberstlnde der mit -^pKlS" transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich"-Test untersucht. Oazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech. Arlington, VA, USA) mit 100 ul/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 



15 



EP 0 417 563 A2 



(mmungiobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. Anschiiessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kO TNF-BP-Antikorpar. der gemass Beispiel 3 durch seir^e Antigenbindung nachgewiesen und 
iaoliert wurde. der aCier die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert. inkubiert (3 Sturden. 20* C). Die Platte 
v/urde darn wiecer gewaschen unc uber Nacht bsi 4' C mit 100 al/Loch der KuiturOberstande (1:4 verdunnt 

5 mit 1% entfetteter Miichpulver enthaltendenn Puffer A; 50 nnM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCI. S mM EDTA. 
0.02% Na-Azid) inkubiert. Die Platte wurde entleert und mit ^^^l-TNFa enthaltendem Puffer A (10^ cpm/ml, 
1*00 p-l'Loch) mit Oder ohne Zusatz von 2 M.g/rnl unmarktertem TNF wahrand 2 Stunden bei 4'C inkubiert. 
Danacn wurde die Platte 4 mai mit PBS gewaschen, die einzeinen Locher warden ausgeschnitten und in 
einem 7-Zahler gemessen. Die Reaultate von 5 parallelen Transfektionen (Saulen # 2, 3, 4, 6 und 7), von 

JO 2wei Kontroll-Trarsfektionen mit dem pN11-Vektor (Saulen #1,5) und von einer Kontrolle mit HL60-2ell- 
Lysat (Saule # 8) sind in Figur 3 dargestellt. 



Beispiel 10 

J5 



Expression in Insektenzelien 

20 Fur die Expression in einem Baculoviru3-Exprc3Sionssystem wurde von dem Plasmid "pVL94V' 
(Luckow una Summers. 1989, "High Level Expression of Nontused Foreign Genes with Autographa 
California Nuciear Polyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 . 31-39) ausgegangen und dieses 
tolgGndsnmassen modifizlort Es wurde die elnzige EcoRI-Restriktiorsschnittstalle in "pVL94r' entfernt. 
indem das Plasmid mit EcoRl geschnftten unc die Uberstehanden s'-Enden mit Klenow-Ensym aufgetGIlt 

35 wurden. Das hieraus erhaltene Plasmid pVL94i/E- wurde mrt BamHl und Asp7i8 veraaut und der 
Vektorrumpf anschiiessend aus einem Agarosegel isoiiert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz ligiert: 

BaniHI EcoRI AspVia 

30 

5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3 ' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 ' 

E. coli HBlOl wurde mit dem Ugierungsansatz transfomniert und Transformanten, die ein Plasmid 
enthielten, in welches das Oligonukleotid korrakt eingebaut worden war. wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Msthoden (s.o.) idsntifiziert: dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt. Zur Konstruktion des Transfervektors "pNllS" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit alkalischer Phosphatase behandett und der so erzeugte Vektonximpf {V2) anschiiessend 
4y aus einem Agarosegel isoiiert. Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1.3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragnnent V2 ligiert, Mit diesem Ligierungsansatz erhaltene Transformanten. die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korreicten Ohenterung far die Expression Ober den 
Polyhedrinpromotor enthielten. wurden identiftziert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor erhlett die Bezeichnung 
"PN113'*. 

45 Zur Konstruktion des Transfervektors "pNllQ" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EccRt/EcoRl-Fragrnent der 55 kD TMF-BP cONA in dem "pUCIS^'-Plasmld (siehe Beispiei 8) wurde mit 
BanI verdaut und mit dem folgenden synthetischen Oligonukleotid ligiert: 

Bant Asp7L8 
"0 5 • - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 ' 

3 ' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5 ' 

Mit dem ooigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hinter Aminosaure 182 und eine 
Bchnittstelle fur die Restriktionsendonuklease Asp7l8 eingebaut Nach ertolgter Ligation wurde der Ansatz 
mir EcoRI und Asp7i8 vardaut und das panletie 55 kO TNF-BP-Fragment (F3) isoiiert. Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp7i8 und EcoRI geschnittene Plasmid ''pNR704'' mit F3 ligiert und der Ligierungsansatz in 
E. colt HB101 transformiert. Die loentifikation der Transformanten. weiche ein Plasmid enthielten, in das die 
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IS 



20 



partielle 55 kD TNF-BP cONA korrekl fQr die Expres sion integriert worder war. erfoigte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transfornnanten isolierte Plaamid erhielt den Nanen "pNIIQ". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pN124" wurd© folgencermaasen vorgegangen. Das in Beispiei 0 
beschfiebene. mr den extrazelluiaren Tell des 55 kD TNF-BP codierenda cDNA-Fragment wurde mit den 
angegetenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie. wie in Beispiei 9 beschriebene amplifiziert. 
Dieses Fragment wurde mit BamHl und Asp7l8 geschnitten und aus einem Agarcsegel isoliert {F4). Das 
Plas.Tiid "CNR704" wurde ebenlalls mit BamHl und Asp7lS geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurce 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert E, coli HB101 damit transformtGrt und der 
rekombinante Transfervektor "pN124" wurde, wie beschrieben. identifiziert und isoliert. 

Zur TransfekU'on der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen, 3 ug des Transfervektors 
"pNna" v/urden mit 1 ug DNA des Autographa caiifornica-Nuklear-polyhedrosisvtrus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrin negative Viren wurden identifiziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekcmbinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschrtebene infiziert Nach 3 Tagen in Kultur wurden die inflzierten Zellen auf Bindung von INF mtttcis 
'25|.TNFa untersucht Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette von der Zellkultur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldichte von 5x10^ Zellen/ml Kulturmedium [52], das 10 ng/ml ^^1- 
TNF-a enthielt. sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/'ml nichtmarkiartcm TNF-a resuspenclart 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zeilgebundsne Radioaktivitat in einem vZahler gezahit (aiehe Tabelle 2). 

Tabelle 2 



25 



30 



Zellen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 10^ 
Zellen 


nichtintlzierte Zellen (Kontroiie) 


60 cpm 


infizierte Zeilen 


1600 i 330 cpm^» 



MIttelwert urd Standardabweichung aus 4 Experimenten 



35 



Beispiei 11 



Analog zu dem in Beispiei 9 beschriebenen Verfahren wurde das fur den extrazeiiulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment, nun jedoch mit den foigendcn Oligonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert: 

Oligonukleotid I: 



45 



Sst I 

5 • -TAG GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 



60 



Oligonukleotid 2: 



6fi 



■ SSf I 

5' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3 ' 



Dieses cDNA-Fragm nt wurde in den pCD4-H73-Vektor [DSM 5523; Europaische Patontanmeldung Nr 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No- 510773/90] ligiGrt. 
aus dem die CD4-cONA uber die Ssr l-Restriktions-Schnittstellen herausgerommon worcon war. Ssti- 
SchnittateHen befinden aich in dem Vektor pCD4-H73 sowohl vor wie in dom CD4-Teiisequenzstuck wie 
dahmter. Das Konstrukt wurde mittels Protopiastenfusion nach Ot et al. (Procd. Nat!. Acad. Sci. USA 80 , 

5 825-829, 1983) in JSSS-Myelomsellen (ATCC Nr. TIBS) trans^iziert. Transfek:anten witrden durch Zugabe 
von 5 ug/ml Mycophenolsaure urd 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al., Ejr. J. Immunol. 16 , 851-354 
[\QBQ]) in das Gnjndmedium (Dulbecco's modifiziertas Eagle's Medium, 10% fotales Kalberserjm. 5 x 
10"^ M 2-Mercaptoethanol) selektioniert. Das von den transtiziertcn Zcllen sekretierts Expressionsprodukt 
konnte mittels ubiicher Methoden der ProtoinchGmic, z.B. TNF-BP-Antikorper-Afflnitatschromatograpiiie, 

w gereinigt werden. Fads nicht bcroits spczifisch angegeben, v/urden 2ur Kuitivierung dar verwendeten 
Zelllinien, zum Klonlcren, Sclektionieren bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Stand ardvertahren, wie 
z.B. von Freshney. R.L in "Culture of Animal Cells^ Alan R. Lisa, Inc., New York (1983) beschneben. 
verwendet. 
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Anspnictie 

1. Nichtlosliche Proteine und Idsliche Oder nichtlSsllche Fragmente davon, die TNF binden, in homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertragliche Seize. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1. die durch Molekulargewichts gemass SOS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kO und 75 kO charakterisiort sind. 

3. Verbincungen gemSss einem der AnsprUche 1 und 2. die wenigstens eine der folgenden Aminosaurese- 
qucnzen enthalten: 

Leu-Val-Pro-Hia-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-GlyLys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-X-Asn- 
Ser-ile; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-GIy-GIu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Ph9-X-Pro-Tyr-AIa-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys; 

Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Vat-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gty-Ser-Thr-G)u-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-QIu-Ala-Ser-Gly-Ata-QIyGlu-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 

Vai-Prc-His-L u-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Sor-Gln-Gly-Pro-GIu-Gln-Gln-X-X-L u- 1 le-X- Ala-Pro 
wobei X fOr einen nicht bastimmten Aminosaurerest steht. 
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4. DNA-Sequerzen, die fur nichtldsliche Proteine oder Idsliche wie nichtlbsliche Fragment© davon, die TNF 
binden. kodieren, wobei solche DNA-Sequenzer aua der foigerden auswahlbar sind: 

(a) DNA-Seaueruen, wio sio in Figur 1 oder Rgar 4 dargestellt sind, wie deren konr.plennentarsn Strange. 
3der solche. die diese Sequenzsn umfasson; 
5 (b) ONA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequerzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Cades nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) jnd (b) definierte hybridisieren, aber die fur Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzer genasss Anspruch 4, aie oine Kombinaticn aus zwoi Toii-DNA-Sequenzen umfassen. 
10 wobci die cine Tcilscquenz ftir losiiche Fragmente von nichtlosiichen Proteinen, die TNF binden kodiert 

und die andcrc Teil-Scquenz, fur alie DonnanGo ausser der ersten Domane der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen Imnnunglobullnan, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert. 
5. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 5. wobei besagte humane Imnnunglobuline IgM bzw. solche der 
Klasse igG sind. 

75 7. DNA-Sequenzon gemSss Anspruch 6. wobei besagte humane Immunglobuiine solche vom Typ tgl bzw. 
Ig3 sind. 

8. Von DNA-Sequenzen gemass einam der Anspruche 4-7 kodierte rekonnfatnante Proteine. wie alleiische 
Varianten, cder Deletions-. Substitutions- Oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektorcn. die DNA-Sequenzen gemass oinem der AnsprQche 4-7 enthaiten und zur Expression der von 
30 diesen DNA-Sequenzen kodieaen Rroteinen in prokaryotischen- wie eukaryotrschen Wirtssystemen gesfg- 

net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotlsche Wfrtssystemen die mit einem Vektor gemass Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemSss Anspruch 10, wobei diese SSuger- oder tnsektenzellen sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 gerichtete AntikSrper. 

13. Ein Verfahren zur IsoMerung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3, dadurch geksnnzeich- 
net, dass man im wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinarder ausfCihrt; Herstellung aines 
Zellextraktes. Immunaffinitatschromatographie und/oder ein- Oder mehrfache Ligandenafflnitatschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewOnschte die so IsoHerten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaltet und/oder in geeignete Saizo OberfUhrt. 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 8, das dadurch gekannzeichnet ist, 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchles transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert. 

15. Pharmazeutische Praparate, dadurch gekennzeichnet. dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemass einem der Anspruche 1-3 oder B, gewunschtenfalls in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen. inerten. therapeutisch verlraglichen Tragermaterielien anl- 
halten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF involviert ist, wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere V©rbindung(en) gemass einem der 

4v Anspruche 1-3 oder 8. gewanschtenfaJIs in Kombination mit weiteren Pharmazeulisch wirksamen Subtanzen 
und.'odai' nicht-toxischen. ineiten, therapeutisch vertraglichen Tragermaterialian enthaiten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten. 

IB. Venwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1*3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
45 ten, be* denen TNF involviert ist. 

Eine wie in einem der Anspruche 1-3 oder 8 beansprucht© Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestel it worden ist. 
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FiQur 1 



-135 G2^TTCCXWGGGGTTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAA 
- 1 2 5 CCCTCAACTGTCAa:CCAAGGCACTTGCX»CGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCC 
-65 CC2VGCACTGCCGCTGCCACACTSCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTG 

""28 • • • • • 

-30 MetGlyLeuSerThrValProAspLeuLeuLeuProLeuValLeuLeuGluLeu 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

-10 LeuValGlylieTyrProSerGlyVallleGlyLeuVaiProHlsLeuGlyAapArgGlu 
55 TTGGTGa3?ATATACCCCTC»GGGGTTATTGGi^TGGTCCCTCACCTAGGGGAC^^ 

»*•••< 
LO LysArgAapSerValCysProGlnGlyLysTyrlleHiaProGlnAsnAflnSerlleCys 

115 AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCC^^CCTCAAAATM^ 

30 CysThrLyaCysHiaLyaGlyThrTyrLeuTyrAanAflpCysProGlyProGlyGlrLAsp 
175 TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCO^^ 

50 ThrAapCysArgGluCysGluSerGlySerPheThrAlaSerGluAsnHisLeuArgHis 
2 35 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTC^^ 

70 CyaLeuSerCysSerLysCysArgLyaGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACA 

90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAanGlnTyrArgHlsTyrTrpSerGlu 
355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGGAGTGAA 

• • • • • 

110 AsnLduPheGlnCysPhaAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
415 AACCTTTTCCMTGCTTCAATTGCfifiCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCrCCTGC 

130 GlAGluLysGlAAsnThrValCysThxCysHisAlaGlyPhePhdLeuArgGluAsnGlu 

475 CAGGAGAAACJUIAACACCGTGTGCACCrGCCATGCJUSGTTTC 

150 Cy s Val SarCy s S er AsnCy sLy sLy sSerLeuGluCy sThrLy s LeuCy s LeuP roG In 

535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGCyW3TGCACGAAGTTGTGCCTACCCC^ 

5 95 ATTG&SAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGC&CCACAGTGCTG 

1 90 PhPPh^r:! yLeuCysLAuLftuSArT j>nr,t>uPheT leGlyLeiiMat^TyrAraTyrGlnArg 
655 rrCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTATCGCTACC^ 

• • • * « • 
210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
7 1,5 TGGAAGTCTAAGCTCTACTCCATTGTTTGTGGGAAATCGACACCTGAAAAAGAGGQ^ 

*** 

230 LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTQGCCCCAAACCCAAGCTTCAGTCCCACTCC^ 

• • • ■ • • 
250 PheThrProThrLduGlyPhdSerProValProSerSerthrPheThrSerSerSarThr 
8 35 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGTGCCCAGTTCCACCTTCACCTCC^ 

• ■ • k • • 
270 TyrThrProGlyAapCysProAanPheAlaAlaProArgArgGluValAlaProProTyr 
8 95 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGCAGAGAGOTGGCACCACCC^^ 

290 GlnGlyAlaAspProIleLeuAlaThrAlaLeiiAlaSerAspProlleProA^nProLeu 
955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGWZAGCCCTCGCCTCCGACCCCy^TCCCC^ 
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FiQur 1 (Forts.) 



310 GlnLysTrpGluAsoSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 

1015 CAGAAGIGGGAGGAO^GCGCCCACAAGCCAO^GAGCCTAGACJUITGATGACCCCIK^ 

330 LeuTyrAlaValVaiGluAsnValProProLeuArgTrpLysGluPheValArgArgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGAATTCG7GCGGCGCCTA 

350 GlyLeuSerAspHisGlulieAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 GGGCTGAGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGRfiCTGCAGAACGGGCGCTGCCTGCGCGAG 

37 0 AlaGlnTyrSerMetLeuAlaThrTrpArgArgArgThrProArgAcgGluAlaThrLeu 

1195 GCGCJAIAC^GCATGCTGGCGACCTGGAGGCGGCGCACGCCGOXKIGCGAGGCCACGCTG 

390 GluLeuLeuGlyArgValLeuArgAapMetAapLeuLeuGlyCy sLeuGluAsp I leGlu 

1255 GaGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGA»TGGACCTGCrGGGCTGCCTGGaGGACATCGAG 

• • I • • • 

410 CluAlaLeuCysGl/ProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuAr? 

1313 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCQCCCGCGCCa^TCTTCTCAGATGACGCTG^ 

1373 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTCCGAGATCGCXTTCCAACCCCACTTTTTTC 

1435. TGGAAAiSGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGflG^ 

1495 CCCTCGATGTACATAGCTTTTCTCAGCTGCCTGCGCXCGCCGACAGTCAGC 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGAGCCTGAGTGGGTGGTTTGCGAG^ 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGGTGTCCrCACCAGCAAGGCTGCTCGGGGGCCCCTG 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATiUWXIAGTTTTTTTTGTTTT^^ 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACTCCTGTGCCCTCTG 

1795 CCTGGACAAGCACATAGCAAGCTGAACTGTCCTAAGGCAOSGGCGAGCACGG^ 

1855 GGCCTTCACCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATAiCACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 
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Eisuc i 



t SflpAapSarUo I CysAspSarCyaG i uAapSerThrTypThrG I nLeuTrpflsnTrpUa 1 
I TCGCflCTCCGTGTCTGflCTCCTCTCflGGflCflBCflCflTflCflCCCflGCTCTGGflflCTCCGTT 

' • I • < I 

21 ProG i uCysLeuSerCysG I ySerflrgCy aSerSerAspG I nUa I G t uThrG I nfl I aCya 
61 CCCOflGTeCTTGflGCTGTGGCTCCCCCTGTfleCTCTCflCCflGeTCGflflflCTCflHGCCTGC 

' * I I it 

^] ThrflrgGluGInflanflrgl I eCysThrCyaflrgProG I yTrpTyrCysfll oLeuSerLya 
\ 2 1 RCTCGGGRRCflGARCCGCflTCTGCRCCTGCRGGCCCCGCTGGTACTGCGCGCTGnGCflflG 
t . t » f * ■ . 

61 G I nG i uG I yCy sRrgLeuCysfl I aProLeuPr oLysCyaRrgProG I yPhaG I yUa I R I a 
181 CflGGRGGGGTGCCCGCTGTGCGCGCCCCTGCCGflflGTGCCCCCCGGGCTTCCGCCTGGCC 

81 flrgProGlyThrGluThrSerflapUalUalCyaLyaProCyafll aProGI yThpPheSer 
241 flGflCCRGGRflCTCRflflCflTCflGflCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

101 BanThpThrSarSerThpflspl leCyaflrgProHiaGIni leCysAanUalUolflial le 
301 flflCflCGflCTTCflTCCflCGGflTflTTTGCflGGCCCCflCCflCBTCTCTRfiCGTGGTGGCCflTC 

1 21. ProO I yAsnA I aSerflrgflapA I aUa I CysThrSerThrSerProThrArgSernet A I a 
361 CCTCGGRflTGCRRGCnGGGRTGCflGTCTCCflCGTCCflCGTCCCCCflCCCGCflGTRTCGCC 

141 PraG I yA i aUa I H i aLeuPr oG ) nPr oUa I SarThrRpgSarG I nH i aThrG i nPreSar 
421 CCflGGGCCflGTflCflCTTflCCCCRGCCflGTGTCCRCflCCRTCCCflflCflCflCCCflGCCflflGT 

161 PpoeiuProSarThrflloProSapThrSerPheLeuLeuProrietGlyPpoSepProPpo 
481 CCRGRflCCCflGCflCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

• •it t * 

181 n i oG I u6 1 ySapThpG 1 yRspPheR I oLeuPpaUa i G I yLeu II eUa i G I yUa I ThpR I a 
S41 GCTGflAGCGflGCflCTGQCCACTTCGCTCTTCCRGTTBCflCTGRTTCTGGGTGTGflCflGCC 

201 LeuGlyLeuLeul lei ieOiyUolUalRanCyaUal llenetThpGlnUdiLyaLyaLys 
fiOl TTQGGTCTflCTRRTflflTRGGflGTGGTGflRCTGTGTCflTCflTGflCCCflGGTGflflflflflGflflG 

■ I . . I • 

221 ProLeuCyaLeuG I nApgG I uA I oLyaUa t PpaH i aLauProR I aAapLysA I aRpgfi 1 y 
661 CCCTTGTCCCTGCRGRGRGflRGCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCCflTflRGCCCCGGGGT 

. . . • • 

241 ThpG I nG I yPpoG I u6 i oG I nHi aLauLau 1 1 aThpfl I aPpoSepSapSerSepSepSap 
721 RCflCRGGGCCCCGRGCRGCRGCRCCTGCTGRTCRCRGCGCCGRGCTCCRGCRGCRGCTCC 

261 LeuG I uSer SapR I oSepR I aLauflspRpgflpg A I oProThpflrgRanG I hPpqG I nR I o 
781 CTCGRGRGCTCGGCCflGTGCGTTQGRCRGflflGGGCGCCCflCTCGGRRCCRGCCflCflGGCR 
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Frgur 4 ( Fortsetzung ) 



* • I < < * 

281 Pr oG I yUa I G I uA I oSerG 1 yfl I oG I yG I uR i aflrgfl i aSar ThrG 1 ySerSerfl i aflsD 

941 CCflGGCGTGGRGGCCRGTGGGGCCCGCSflGGCCCCGGCCnGCflCCGGGPlGCTCRGCRGRT 

I . . . ■ ' 

301 SsrSepProG I yG i yH I sG i yThrG I nUa t flsnUq I ThrCys i i eUa I RsnUa I CysSer 

901 TCTTCCCCTGGTGGCCRTGGGflCCCflGGTCRRTGTCflCCTGCflTCGTGflflCGTCTCTflGC 

I • t * ■ ■ 

321 SspSarRapHisSarSapGlnCyaSsrSerGlnAlaSarSarThpnetGlyRsprhrflsp 

961 flGCTCTGRCCflCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCRflGCCflGCTCCfiCflflTGGGRGflCRCflGflT 

311 SapSapPpoSarG 1 uSerPr oLyaflapG I uG I nUo i PraPhaSapLy aG i uG I uCyaR I a 

1021 TCCflGCCCCTCCGRGTCCCCGfiflGGflCGflGCflGGTCCCCTTCTCCRRGGflGGflflTGTGCC 

36 1 PhaflpgSerG I nLeuG I uThrPraC I uThrLeuLeuG I ySer ThpG I uG I uLysPpoLeu 

1 OB 1 TTTCGGTCflCflGCTGGRGflCGCCflGflGflCCCTGCTGGGCRGCflCCGRRGflGflflGCCCCTG 

381 PpoLbuG I yUa I PpoAapR I aG I ydatLysPpoSap 

1141 CCCCTTGGRQTGCCTGRTGCTGGGflTGflflGCCCBQTTRflCCflGGCCGQTGTGGGCTGTGT 

1 201 CGTflGCCflflGGTGGCTCflGCCCTGGCflGGRTGflCCCTGCCflflGGGGCCCTCGTCCTTCCa 

1 26 1 QGCCCCCflCCflCTRGGflCTCTQfiGGCTCTTTCTGGGCCflflCTTCCTCTflGTGCCCTCCflC 

1321 flGCCGCflGCCTCCCTCTGRCCTGCRGGCCRHGRGCHGfiGGCflGCGflGTTGTGGRflflGCCT 

1381 CT6CTGCCflTGGCGTGTCCCTCTCG6flR6GCTG6CTGGGCflTGCflCGTTCGCGGCflT6CT 

1441 GGGGCRflGTCCCTCRGTCTCTQTGRCCTGCCCCCCCCflGCTQCflCCTGCCflGCCTGGCTT 

1501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGmGmCTTTCTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1561 TCTGCCCBGCTCTGGCTTCCflGflflflflCCCCflGCflTCCTTTTCTGCRGflCGGGCTTTCTGB 

1621 RGRGGRGGCRTGCTGCCTGRGTCRCCCRTGRRGRCRGGRCflGTGCTTCRGCCTGRGGCTG 

1681 RGACTGCGGGHTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRGGTGGCRGCCCTGTRGGCRRCG 

1741 GGGTCCTTCRRGTTflGCTCflGCflGGCTTGGflflflGCflTCflCCTCflGGCCRGGTCCRGTGGC 

1801 TCflCGCCTRTGflTCCCRGCflCTTTGGGflGGCTGRGGCGGGTGGflTCflCCTGflGGTTBGGB 

1861 GTTCCRGflCCflGCCTGGCCaflCRTGGTflflflflCCCCflTCTCTnCTflflRflflTflCRGflflflTTH 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCRCCTRTRGTCCCRGCTRCTCflGRRGCCTGRGGCTGGCARRT 

1 98 1 CGTTTGRRCCCGGGRRGCGGRGGTTGCRGGGRGCCCRGRTCflCGCCRCTGCRCTCCflGCC 

2041 TCGGCCRCRGRGCGRGRGTCTGTCTCRflRAGRflRRRRnRRRRGCflCCGCCTCCflRflTGCT 

2101 RflCTTCTCCTTTTGTflCCRTGGTGTGARAGTCAGATGCCCAGRGGGCCCRGGCAGGCCflC 

2161 CflTRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCflflGHTflflCGCACTTCTRflCTAGflflRTCTGCCRflTTT 

2221 TTTRAARARGTRRGTRCCflCTCRGGCCflRCRRGCCflRCGHCflRRGCCRflflCTCTGCCflGC 

2281 CflCRTCCflRCCCCCCflCCTGCCflTTTGCflCCCTCCGCCTTCACTCCGGTGTGCCTCCRG 
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binden, kodi ren. wi solch . die fUr Pr t in kodie- 
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alien Domanen ausser der ersten der konstanten 
Region der schweren Kette humaner Immunglobuii- 
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Proteine wie Verfahren zur deren Herstollung mittels 
translormierter pro- wie eukaryotischer Wirtszeilen. 
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